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 Streszczenie
Nieinwazyjna diagnostyka RHD płodu w osoczu ciężarnych RhD ujemnych może być powszechnie stosowana 
u kobiet rasy kaukaskiej, bo nie ma u nich na ogół genu RHD. Jeśli DNA ekstrahowane z osocza zawiera gen RHD, 
to pochodzi on od płodu. Liczba kopii genu płodu w osoczu matki jest bardzo niska. 
W prezentowanym przypadku kobiety RhD(-) z anty-RhD wykryto wysoką liczbę kopii genu RHD, co wskazywało, 
że pochodzi on od matki. Przeprowadzono następnie badania z płynu owodniowego. 
Cel pracy: Omówienie trudności z interpretacją wyników badań. 
Materiał i metody: Ciężarna z anty-D o fenotypie Ccdee. DNA izolowano: z osocza ciężarnej i z płynu owodniowego 
oraz z pełnej krwi ciężarnej i noworodka. W DNA z osocza i amniocytów badano RHD oraz RHCE*c techniką real-
time PCR. W DNA z krwi i amniocytów badano RHD i RHCE*c, a z krwi dodatkowo genotypy RHd. 
Wyniki: W DNA z osocza wykryto RHD na poziomie ilości RHCE*c, co wskazywało, że obecny w osoczu RHD 
pochodzi z DNA matki. Badaniem z krwi ciężarnej zidentyfikowano „niemy” wariant RHD(IVS3+1G>A). Wyniki 
badania genu RHD w  płynie owodniowym  metodą real-time PCR i CDE SSP były rozbieżne (słabo dodatnie 
versus ujemne), więc nie określono RhD płodu. Dziecko urodziło się RhD(-), w jego DNA nie wykryto RHD żadną 
z metod. 
Wnioski: 
1) Wariant RHD(IVS3+1G>A) u RhD(-) ciężarnej uniemożliwił formalne oznaczenie RHD płodu z jej osocza. 
2) Wysoka czułość real-time PCR sprawia, że metodą tą wykrywa się w płynie owodniowym śladową obecność 
genów matki. 
3) Częstość wariantu RHD(IVS3+1G>A) w populacji polskiej wymaga dalszych badań. 
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Wstęp




munoglobuliny	 (Ig)	 podaje	 się	 kobietom	Rh	ujemnym	dopiero	
po	porodzie.	Immunoprofilaktyka	dotyczy	kobiet,	u	których	nie	
wykrywa	się	przeciwciał,	a	których	dziecko	jest	RhD	dodatnie. 
Stosowana	 procedura	 nie	 zapobiega	 całkowicie	 wytwarzaniu	




Rh	 ujemnym	 ciężarnym,	 niezależnie	 od	 faktycznego	 statusu	
Rh	płodu,	wiąże	się	z	niepotrzebnym	zużyciem	preparatu,	gdy	
dziecko	 jest	 RhD	 ujemne.	 Najnowsze	 badanie,	 wprowadzone	
w	Instytucie	Hematologii	i	Transfuzjologii	(IHiT)	od	2005	roku,	
nieinwazyjna	diagnostyka	wykrywania	genu	RHD	płodu	w	oso-






Wykorzystanie	 badania	 dopplerowskiego	 wartości	 prze-
pływów	 krwi	w	 tętnicy	 środkowej	mózgu	 z	 oceną	maksymal-
nej	 prędkości	 skurczowej	 przepływu	 (MCA-PSV),	 opracowa-








Wartości	 nieprawidłowe	 przepływów	 stanowią	 wskazanie	 do	
przeprowadzenia	 niezwłocznej	 wewnątrzmacicznej	 transfuzji	
dopłodowej.	Przy	wartościach	granicznych	przepływów	w	MCA
-PSV	badanie	dopplerowskie	należy	wykonywać	codziennie.
Nieinwazyjne	 badanie	 antygenu	 RhD	 płodu	 z	 krwi	 matki	





notypu	RhD	 (-)	u	 ludzi	 z	 innych	 ras	 często	 jest	występowanie	










W	 przedstawionej	 pracy	 prezentujemy	 przypadek	 kobie-







czy	 płód	 jest	 RhD(+),	 podjęto	 dalsze	 badania	 obecności	 genu	
RHD	z	płynu	owodniowego	inwazyjnie	pobranego	od	płodu.	
Cel pracy
Celem	 pracy	 jest	 omówienie	 trudności	 występujących	
w	interpretacji	wyników	obu	badań	genetycznych.	
 Abstract
Objectives: Noninvasive fetal RHD genotyping from maternal plasma of RhD(/-) pregnant women of Caucasian 
race may be used for predicting the risk of hemolytic disease because the RHD gene is usually absent in such 
populations. If detected in plasma of such women, the RHD gene originates from the RhD(+) fetus. The number 
of fetal copies of the gene in maternal plasma is extremely small. In the presented case of the RhD(/-) pregnant 
woman with anti-D it was impossible to give a fetal RHD result due to mother’s RHD(+) genotype. The fetal RHD 
was determined from amniocytes. 
Aim: to present the difficulties related to the interpretation of results of invasive and noninvasive procedures. 
Material and methods: whole blood, plasma and amniotic fluid of the RhD(-) woman with anti-D (14 week of 
pregnancy) as well as whole blood of the newborn. RHD and RHCE*c were genotyped by real-time PCR in DNA 
isolated from maternal plasma and amniocytes and the RHD and d-genotypes were tested by SSP methods in DNA 
isolated from whole blood and amniocytes . 
Results: RHD and RHCE*c were detected in DNA isolated from plasma. The high level of RHD suggested its 
origin from the mother’s DNA therefore it was impossible to determine the fetal RHD. The d-little test identified a 
RHD(IVS3+1G>A) variant in the mother’s genome. A weak signal of real-time PCR for the RHD was obtained in 
amniocytes but the RHD was not detected by SSP. The RHCE*c was detected by both methods. 
Results were inconclusive; the fetal RHD status remained unknown. The child was RhD(-) with RHD in its DNA 
undetected by either method. 
Conclusions: 
1/ The RHD(IVS3+1G>A) variant in the RhD(-) mother precluded formal noninvasive fetal RHD genotyping. 
2/Real-time PCR is too sensitive for amniocyte testing and may lead to false results as it detects trace maternal 
DNA in amniotic fluid  
3/ The frequency of RHD(IVS3+1G>A) occurrence in Poland requires further studies. 
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Mini	 Kit	 (Qiagen,	 Hilden,	 Niemcy),	 a	 z	 osocza	 i	 płynu	 owo-
dniowego	 ekstraktorem	 easyMag	 (Biomerieux,	 Lion,	 Francja).	




z	 pełnej	 krwi	 matki,	 noworodka	 i	 amniocytów	 techniką	 PCR	
z	użyciem	starterów	swoistych	dla	allelu	(tzw.	SSP-PCR seque-





Rycina 1.  
a) Wyniki wykrywania genu RHD u kobiety RhD ujemnej z „niemym” genem RHD techniką real-time PCR. Sygnał fluorescencji obserwowany jest już w 24-26 cyklu reakcji PCR, 
analogicznie jak sygnał fluorescencji wykrywania  allelu RHCE*c obecnego u matki.  
b) Wyniki wykrywania genu RHD płodu u kobiety RhD ujemnej noszącej RhD dodatni płód techniką real-time PCR. Sygnał fluorescencji genu RHD płodu obserwowany jest 
dopiero w 30-32 cyklu reakcji, a sygnał allelu RHCE*c już w 23 cyklu.
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genu	RHD,	 lecz	poziom	fluorescencji	 dla	 każdego	 z	badanych	
regionów	był	bardzo	niski	w	porównaniu	z	poziomem	sygnału	
genu	RHCE*c,	obecnego	u	dziecka.	
Sygnał	 fluorescencji	 dotyczący	 genu	 RHCE*c	 uzyskano	
już	 w	 27	 cyklu	 reakcji.	 Gen	 RHD	 wykryto	 dopiero	 w	 33-34	
cyklu,	co	wskazuje	na	śladową	ilość	DNA	zawierającego	ten	gen	
w	badanym	materiale.	(Rycina	3).
Techniką	 SSP-PCR	 w	 tym	 samym	materiale	 nie	 wykryto	
genu	 RHD,	 natomiast	 stwierdzono	 obecność	 genu	 RHCE*c 
u	dziecka.	Ze	względu	na	rozbieżne	wyniki,	uzyskane	dwiema	
metodami	PCR	z	inwazyjnie	pobranego	materiału,	nie	określono	
statusu	 RhD	 płodu.	 Dziecko	 urodziło	 się	 RhD(-),	 a	 w	 DNA	













dotyczy	 miejsca	 splicingu,	 niemożliwe	 było	 nieinwazyjne	 
 
Rycina 2. Wynik badania genu RHD u kobiety ciężarnej RhD(-)/ RHD(+) testem  
d-little (Innotrain, Kronberg/Taunus, Niemcy): produkt PCR 940 par zasad – 
hybrydowy Rhesus box – świadczący, że badana osoba jest heterozygotą pod 
względem genu RHD (a); 150par zasad (b) i 127par zasad (e) charakterystyczne  
dla wariantu RHD (IVS3+1G>A).
 
Rycina 3. Wyniki wykrywania genu RHD płodu z amniocytów płodu techniką real-time PCR.
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oznaczenie	 genotypu	 RHD	 płodu	 z	 jej	 osocza.	 Inni	 autorzy,	
prowadzący	 nieinwazyjne	 badania	 genu	 RHD	 płodu	
u	 pacjentek	 RhD	 ujemnych	 z	 terenów	 Europy	 Zachodniej,	
także	 opisali	 podobne	 przypadki,	 u	 których	 niemożliwe	 było	
przeprowadzenie	diagnostyki	prenatalnej.	Badacze	holenderscy	
u	 12/2380	 ciężarnych	 RhD	 ujemnych	 wykryli	 nieulegające	
ekspresji	geny	RHD	w	genomie	matek	[8].	Warianty	najczęściej	
wykrywane	 to	 pseudogen	 RHDΨ,	 zaś	 w	 jednym	 przypadku	
wariant	 RHD(IVS3+1G>A),	 ten	 sam	 co	 prezentowany	
w	obecnej	pracy.	U	563	belgijskich	pacjentek	badanie	6	osoczy	
dało	 wynik	 silnie	 RHD	 dodatni	 i	 w	 tej	 grupie	 (wszystkie	 te	
pacjentki	 były	 rasy	 negroidalnej)	 potwierdzono	 w	 genomie	 4	
matek	 obecność	 wariantu	 RHDΨ,	 a	 u	 2	 hybrydowego	 genu	
RHD-CE-RHD [9].	 Powszechnie	 stosowany	 przez	 badaczy	
dobór	 starterów	 i	 sond	 komplementarnych	 do	 kilku	 eksonów	
równolegle,	a	w	szczególności	do	miejsc	o	odmiennej	sekwencji	
w	 najczęściej	 spotykanym	wariancie	 zmutowanym	 (np.	 ekson	
4 RHDΨ),	 pozwala	 wyeliminować	 część	 fałszywie	 dodatnich	








Należy	 podkreślić,	 iż	 ewentualne	 nierozpoznanie,	 że	 uzy-
skany	wynik	jest	fałszywie	dodatni	powoduje,	że	ciąża	traktowa-
na	jest	jako	potencjalnie	zagrożona	wystąpieniem	ChHPiN,	a	to	
może	 narazić	 pacjentkę	 na	 zbędne	 procedury	monitoringu	 czy	
leczenia.	Aby	zminimalizować	ryzyko	błędnej	diagnozy	w	pro-
cedurze	badania	osocza	należy	wprowadzić	dodatkowe	wytycz-
ne	co	do	 stosowania	kontroli,	 tak	 aby	było	możliwe	 ilościowe	
porównanie	poziomu	sygnału	od	genu	RHD	względem	sygnału	
innego	genu	pochodzenia	matczynego.
Opisany	 w	 prezentowanych	 badaniach	 gen	
RHD(IVS3+1G>A)	 u	 kobiety	 pochodzenia	 polskiego	 wyma-
ga	dalszej	 charakterystyki	 i	określenia	częstości	występowania	
w	naszej	populacji.	Ze	wstępnych	badań	wynika,	 iż	u	13/2907	





cowo	 niska.	 Według	 niemieckich	 badaczy	 wykryty	 „niemy”	
gen	RHD(IVS3+1G>A),	zaliczany	do	wariantów	Del,	występuje	
z	częstością	1:15000	w	populacji	europejskiej	[7].	







RHD	możliwe	 jest	 określenie	 statusu	RhD	płodu	 z	 inwazyjnie	




pochodzących	 od	matki	 i	 także	 dawać	 wyniki	 fałszywie	 RhD	
dodatnie.	 Ilościowe	 porównanie	 poziomu	 sygnałów	 dla	 genu	
pochodzenia	matczynego,	 a	 innego	genu,	 który	 na	 pewno	wy-
stępuje	u	dziecka	(np.	RHCE*c),	pozwala	na	wykrycie	 tej	nie-
zgodności.	 Natomiast	 niska	 czułość	 klasycznej	 techniki	 PCR	
w	porównaniu	z	metodą	fluorescencyjną	 real-time	PCR	powo-
duje,	że	produkt	amplifikacji	śladowych	ilości	matczynego	DNA	





W	 przedstawionej	 pracy	 opisano	 pierwszy	 w	 Polsce	
przypadek	ciężarnej	RhD	ujemnej,	u	której	wykryto	tzw.	„niemy”	
gen	RHD,	co	uniemożliwiło	nieinwazyjne	oznaczenie	genotypu	
RHD	 dziecka.	 Fakt	 ten	 wskazuje	 na	 ograniczenia	 dotyczące	
tego	 badania	 prenatalnego,	 co	 jednak	 nie	 umniejsza	 jego	
ogólnej	wartości	w	ocenie	statusu	RhD	płodu	dla	prawidłowego	
i	 ekonomicznego	 prowadzenia	 ciąży	 u	 absolutnej	 większości	
kobiet	RhD	ujemnych.
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w gromadzeniu materiału i danych do przedstawionej pracy.
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